免疫抑制剂是防治移植物抗宿主病（GVHD）的主要手段，传统认为淋巴细胞是免疫抑制药物作用的主要靶点[@b1]--[@b2]，但最新证据表明树突状细胞（DC）扮演着GVHD始动和促发的重要角色[@b3]--[@b4]。我们课题组前期研究证实未成熟DC（imDC）、调节性DC及基因修饰DC均可诱导骨髓移植物免疫耐受[@b5]--[@b7]。Belinostat是一类新型的羟肟酸型泛组蛋白去乙酰化酶（HDAC）抑制剂，2015年被美国FDA批准用于治疗难治或复发性外周T细胞淋巴瘤[@b8]。目前涉及Belinostat对DC功能调节作用的研究甚少。本研究我们通过观察Belinostat对DC形态、超微结构、免疫表型和免疫功能的影响，初步探讨其调节DC功能的分子机制，为HDAC抑制剂靶向调节DC功能、应用于临床防治GVHD提供一定的实验依据。

对象与方法 {#s1}
==========

1．研究对象：SPF级雄性C57BL/6及BALB/c小鼠，8\~10周龄，体重22\~25 g，购自上海斯莱克实验动物有限公司\[SCXK（沪）2012-0002\]，饲养于徐州医科大学实验动物中心恒温恒湿屏障系统。根据实验所需DC数目，每次实验需2\~10只小鼠。实验过程中对动物的处置符合动物伦理学标准。

2．主要试剂：Belinostat购自美国Selleck公司；重组小鼠GM-CSF（rmGM-CSF）、重组小鼠IL-4（rmIL-4）购自美国Perprotech公司；RPMI 1640培养基购自美国Gibco公司；胎牛血清购自美国Minipore公司；脂多糖购自美国Sigma公司；CD11c-PE、CD80-FITC、I-A/I-E-APC、CCR7-APC购自德国Miltenyi公司；AnnexinⅤ/7AAD凋亡试剂盒购自美国eBioscience公司；丝裂霉素C购自大连美仑生物技术有限公司；小鼠淋巴细胞分离液购自达科为生物技术股份有限公司；ELISA试剂盒购自美国R&D公司。

3．DC的诱导培养及分组：本室常规法收集C57BL/6小鼠骨髓细胞悬液并制备骨髓单个核细胞[@b6]--[@b7]，调整细胞密度为2×10^6^/ml铺于6孔板中，以RPMI 1640完全培养基（含终浓度20 ng/ml的rmGM-CSF、10 ng/ml的rmIL-4和10%的胎牛血清）于37 °C、5% CO~2~培养箱中进行培养。48 h后保留贴壁细胞，全量换液后继续培养。第2个48 h后行半量换液时，分别加入不同体积的1 µmol/L Belinostat工作液使其终浓度分别为0、50、100 nmol/L，培养24 h后收集的悬浮细胞即为imDC组及不同浓度Belinostat+imDC组；未收集孔内加入终浓度为1 µg/ml的脂多糖继续培养24 h后收集的悬浮细胞即为成熟DC（mDC）组及不同浓度Belinostat+mDC组。

4．光镜观察DC形态：于倒置显微镜下观察培养不同时间DC的生长情况并拍照。

5．透射电镜观察DC结构：将培养所得的各组DC细胞洗涤、固定、漂洗，参照文献[@b5]方法制片，透射电镜下观察各组DC超微结构特征。

6．DC凋亡检测：收集各组DC各2×10^6^个，按照AnnexinⅤ/7AAD试剂盒说明书进行操作，上流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

7．DC免疫表型的检测：收集各组DC加入抗小鼠-CD11c-PE、CD80-FITC、I-A/I-E-APC抗体进行标记后，上流式细胞仪检测CD11c、CD80、I-A/I-E表达情况，采用Cell-quest软件进行分析。

8．DC趋化迁移能力的检测：收集各组DC加入抗小鼠CD11c-PE、CCR7-APC抗体标记后，上流式细胞仪检测，采用Cell-quest软件分析趋化因子受体CCR7的表达情况。DC的体外趋化实验在Transwell小室内进行，方法参见文献[@b5]。

9．DC对异基因淋巴细胞增殖的作用检测：取BALB/c小鼠脾脏培养同种异基因T淋巴细胞，参照文献[@b3],[@b5]方法，应用单向混合淋巴细胞培养法进行检测，以淋巴细胞为反应细胞，各比例所需的DC为刺激细胞，刺激细胞∶反应细胞分别为1∶2、1∶5、1∶10。

10．DC培养上清细胞因子的检测：参照ELISA试剂盒说明书，测定各组DC培养上清中炎性细胞因子（TNF-α、IL-12、IL-10）的浓度。

11．RQ-PCR法检测DC中RelB mRNA表达：TRIzol法提取各组DC总RNA，逆转录合成cDNA后，采用RQ-PCR法进行检测，RelB引物序列：上游引物：5′-CTACAATGCTGGCTCCCTGA-3′，下游引物：5′-CTCCGATGTGTTGGTGGACT-3′，β-actin引物序列：上游引物：5′-CTGAGAGGGAAATCGTGCGT-3′，下游引物：5′-AACCGCTCGTTGCCAATAGT-3′。引物均由上海生工生物工程有限公司合成。反应条件：95 °C 5 min；95 °C 20 s，60 °C 10 s，72 °C 15 s，共40个循环；95 °C 15 s，70°C 1 s，40 °C 30 s。采用瑞士Roche公司Light Cycler 480型荧光定量PCR仪自动分析计算Ct值。相对表达量用2^−ΔΔCt^表示。

12．统计学处理：采用SPSS 16.0软件进行统计分析，每组设3个复孔，实验重复3次，符合正态分布的定量资料用均数±标准差表示，两组间比较采用*t*或*t*′检验；多组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用LSD-*t*检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．DC的形态观察及免疫表型：小鼠骨髓单个核细胞培养24 h大量细胞开始贴壁生长，培养48 h时贴壁细胞出现半黏附细胞集落（[图1A](#figure1){ref-type="fig"}），培养4 d后出现典型的集落生长，部分细胞表面出现长短不一毛刺样突起，可见单个悬浮典型imDC（[图1B](#figure1){ref-type="fig"}）。经脂多糖刺激24 h逐渐成为mDC，突起状结构逐渐延长、伸起。imDC的毛刺状突起结构较mDC稀疏、短少（[图1C](#figure1){ref-type="fig"}、[图1D](#figure1){ref-type="fig"}）。

![光学显微镜下观察小鼠骨髓单个核细胞诱导培养不同时间的形态\
A：培养48 h后所见集落（低倍）；B：培养4 d后所见集落边缘毛刺样细胞（高倍）；C：培养第5天所见未成熟树突状细胞（高倍）；D：经1 µg/ml脂多糖刺激24 h后（培养第6天）所见成熟树突状细胞（高倍）](cjh-39-01-041-g001){#figure1}

imDC组的CD11c^+^细胞表达率为（90.93±4.04）%，mDC组为（91.00±3.97）%，差异无统计学意义（*t*=−0.021，*P*=0.984）。同时，两组DC表面均可检测到CD80、组织相容性复合物（MHC）Ⅱ表达。mDC组中MHCⅡ类分子表达率为（88.55±1.76）%，明显高于imDC的（79.03±1.72）%（*t*=6.700，*P*=0.001）。

2．Belinostat对DC超微结构的影响：透射电镜下imDC突起呈丘状隆起于细胞表面，胞内电子密度低，细胞器不发达，mDC表面突起增长、密集，细胞褶皱增多，内质网扩大，线粒体肿胀。100 nmol/L Belinostat作用下mDC表面突起结构有回缩现象，而100 nmol/L Belinostat作用下imDC表面仍为丘状、粗短的突起，无明显变化。Belinostat作用后imDC及mDC内均可见滑面内质网增多（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![透射电镜观察Belinostat作用下树突状细胞（DC）超微结构\
A：未成熟DC（imDC）；B：100 nmol/L Belinostat+imDC；C：成熟DC（mDC）；D：100 nmol/L Belinostat+mDC](cjh-39-01-041-g002){#figure2}

3．Belinostat对DC免疫表型的影响：100 nmol/L Belinostat作用下mDC表面共刺激分子CD80及MHCⅡ类分子的表达率分别为（75.89±4.32）%和（66.66±3.56）%，均明显低于mDC组的（83.91±2.68）%和（73.35±2.50）%（*t*值分别为−2.732、−2.664，*P*值分别为0.041、0.045）。在imDC组，Belinostat对其免疫表型作用的影响不明显（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

![Belinostat对各组树突状细胞表面共刺激分子CD80（A）、MHCⅡ类分子（B）的影响\
1：未成熟DC（imDC）；2：100 nmol/L Belinostat+imDC；3：成熟DC（mDC）；4：100 nmol/L Belinostat+mDC](cjh-39-01-041-g003){#figure3}

4．Belinostat对DC趋化迁移能力的影响：见[表1](#t01){ref-type="table"}。0、50、100 nmol/L Belinostat作用的imDC表面CCR7表达水平组间比较差异有统计学意义（*F*=28.344，*P*=0.001）。两两比较结果显示50、100 nmol/L Belinostat作用的imDC表面CCR7表达水平均明显低于imDC组。0、50、100 nmol/L Belinostat作用的mDC表面CCR7表达水平组间比较差异有统计学意义（*F*=10.050，*P*=0.012）。两两比较结果显示50 nmol/L Belinostat+mDC组明显高于mDC组。mDC组CCR7的表达水平高于imDC组，差异有统计学意义（*t*=4.319，*P*=0.008）。体外趋化实验结果表明，Belinostat可下调CCL19对imDC及mDC的迁移率，但在imDC中差异无统计学意义。

###### 不同浓度Belinostat对树突状细胞（DC）趋化迁移能力的影响（%，*x*±*s*）

  组别                              CCR7表达水平    细胞迁移率
  ------------------------------- ---------------- ------------
  imDC组                             50.44±5.61     16.61±9.09
  50 nmol /L Belinostat+imDC组     25.82±7.25 ^a^   13.15±7.62
  100 nmol /L Belinostat+imDC组    18.71±2.00 ^a^   10.65±6.35
                                                   
  *F*值                                28.344         0.445
  *P*值                                0.001          0.660
                                                   
  mDC组                              64.90±1.47     23.36±6.47
  50 nmol /L Belinostat+mDC组      71.14±1.96 ^b^   14.54±1.49
  100 nmol /L Belinostat+mDC组       68.18±1.65     12.42±1.77
                                                   
  *F*值                                10.050         6.417
  *P*值                                0.012          0.032

注：imDC：未成熟DC；mDC：成熟DC。与imDC组比较，^a^*P*\<0.05；与mDC组比较，^b^*P*\<0.05。每组设3个复孔，实验重复3次

5．Belinostat对DC刺激异基因淋巴细胞增殖能力的影响：结果详见[表2](#t02){ref-type="table"}。当刺激细胞∶反应细胞为1∶2时，100 nmol/L Belinostat+imDC刺激下淋巴细胞增殖率低于imDC组，差异有统计学意义。而Belinostat-mDC刺激下淋巴细胞增殖率的变化无统计学意义。

###### 混合淋巴细胞反应中树突状细胞（DC）刺激淋巴细胞增殖情况（%，*x*±*s*）

  组别                            刺激细胞∶反应细胞                 
  ------------------------------ ------------------- -------------- --------------
  imDC组                            309.49±53.69      231.83±63.57   145.17±55.59
  50 nmol/L Belinostat+imDC组       242.26±34.32      161.98±34.70   126.72±32.84
  100 nmol/L Belinostat+imDC组     227.09±13.49^a^    160.65±31.09   119.21±35.56
                                                                    
  *F*值                                 2.328            1.915          1.107
  *P*值                                 0.179            0.227          0.390
                                                                    
  mDC组                             346.05±51.58      239.74±77.90   154.97±37.63
  50 nmol/L Belinostat+mDC组        391.42±50.69      264.70±70.37   208.24±68.76
  100 nmol/L Belinostat+mDC组       320.93±37.04      257.22±96.71   147.52±38.12
                                                                    
  *F*值                                 0.304            0.054          1.023
  *P*值                                 0.748            0.948          0.415

注：imDC：未成熟DC；mDC：成熟DC。与imDC组相比，^a^*P*\<0.05。每组设3个复孔，实验重复3次

6．Belinostat对DC分泌细胞因子能力的影响：随着药物浓度的增加，Belinostat抑制mDC分泌细胞因子的作用越明显（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

###### Belinostat作用下mDC培养上清中细胞因子浓度（pg/ml，*x*±*s*）

  组别                                TNF-α           IL-12          IL-10
  ------------------------------ --------------- --------------- --------------
  mDC组                           113.83±10.99     110.91±3.32     20.87±1.56
  50 nmol /L Belinostat+mDC组      86.59±4.72      58.07±3.00      15.56±0.43
  100 nmol /L Belinostat+mDC组    65.07±4.36^a^   39.41±2.23^a^   9.57±1.11^a^
                                                                 
  *F*值                              33.159          495.244         74.702
  *P*值                               0.001          \<0.001        \<0.001

注：mDC：成熟树突状细胞。与mDC组相比，^a^*P*\<0.05。每组设3个复孔，实验重复3次

7．Belinostat对DC中RelB mRNA表达水平的影响：以imDC和mDC的RelB mRNA表达水平分别为1，50和100 nmol/L Belinostat+imDC组RelB mRNA相对表达水平分别为0.84±0.17、0.73±0.15，均低于imDC组，但组间比较差异无统计学意义（*F*=3.228，*P*=0.112）。50和100 nmol/L Belinostat+mDC组RelB mRNA相对表达水平分别为0.89±0.07、0.88±0.05，组间比较差异有统计学意义（*F*=5.838，*P*=0.039）；两两比较结果显示50和100 nmol/L Belinostat+mDC组RelB mRNA相对表达水平均低于mDC组（*P*值均\<0.05）。

讨论 {#s3}
====

DC是目前已知功能最强大的专职抗原递呈细胞，可以引起初始T细胞活化、分化或者耐受，这种不同的作用与DC的成熟状态有关，mDC能刺激免疫应答，而imDC则介导特异性的免疫耐受[@b9]。阻止DC细胞成熟或维持其不成熟状态是诱导免疫耐受的关键[@b10]--[@b11]，调节DC免疫功能有可能成为诱导免疫耐受新的有效手段。随着对HDAC在基因转录调控中作用机制认识的深入，HDAC抑制剂显示出的免疫调节作用逐渐倍受关注[@b12]--[@b13]。HDAC抑制剂是否能够通过调节DC功能治疗GVHD及免疫性疾病，为此，我们进行了Belinostat对DC生物学功能变化及影响的相关研究。

过往HDAC抑制剂对DC的研究仅限于免疫表型和光镜下形态[@b13]--[@b14]，我们首次通过透射电镜从超微结构上观察到随着DC的成熟而逐渐增多的突起状结构在Belinostat作用下有回缩现象，同时Belinostat对mDC表面的共刺激分子CD80、MHCⅡ类分子表达也有下调，提示Belinostat可能从超微结构上影响DC的成熟进程从而调节其免疫表型。在DC成熟过程中，其细胞膜上CCR7表达上调，通过与其配体CCL21（SLC）和CCL19（MIP-3B）结合，在趋化DC从外周组织迁移至次级淋巴器官中起关键作用[@b15]--[@b16]。本研究中，Belinostat能够下调imDC中CCR7的表达，趋化迁移能力亦有下降，而对mDC的影响主要是抑制其迁移作用，推测Belinostat对阻止imDC趋化、成熟起一定的作用。这与Kim等[@b17]报道的曲古抑菌素A、丁酸钠通过降低imDC细胞表面CCR1的表达而抑制迁移的作用意义相一致。此外，Belinostat可减弱imDC刺激异基因T淋巴细胞增殖的能力，imDC表面缺乏共刺激分子，不能提供T淋巴细胞活化必需的第二信号，导致T淋巴细胞无能或凋亡，因而表现为一定的致耐受性。

当接受抗原刺激后，DC可分泌一些促炎症反应和T细胞分化的细胞因子，如IL-12、IL-6、TNF-α、IFN-γ等，尤其是IL-12，其分泌水平是DC成熟的重要标志，它可以刺激Th0细胞向Th1细胞分化，对诱导初始T细胞产生Th1型免疫应答有重要影响[@b18]。我们的研究结果显示，50 nmol/L Belinostat即可下调mDC分泌IL-12、IL-10和TNF-α，随着药物浓度的增加，Belinostat抑制mDC分泌TNF-α、IL-10等细胞因子的作用越明显。这与Nencioni等[@b13]研究证实的Entinostat和丙戊酸能够减少DC分泌IL-12的结果一致。提示Belinostat通过下调DC分泌细胞因子、抑制炎性细胞因子的释放在调节T细胞分化、抑制NK细胞激活及炎症反应中发挥重要作用。Entinostat、Dacinostat和丙戊酸可抑制DC介导的Th1效应细胞的活化与迁移，而对Th2细胞无作用[@b13],[@b19]。不同的是，本研究Belinostat反而抑制了Th2类细胞因子IL-10的产生，这可能与IL-10变化时相的检测时间点不同有关，可取多个时间点检测以进一步了解Belinostat对IL-10等分泌水平的影响。也说明IL-10的作用是非常复杂的，仅认为IL-10具有免疫抑制性或抗炎效应并不全面。

HDAC抑制剂可影响转录因子的活化，目前发现很多炎症相关因子的表达都受到NF-κB转录因子的调控[@b20]。NF-κB是一种多效转录因子，NF-κB家族中的RelB基因与DC成熟关系最为密切[@b21]--[@b22]，是决定DC功能状态的关键因子。HDAC是一个重要的分子开关，控制着核内由NF-κB引发的生物过程[@b23]。本研究我们发现Belinostat对不同成熟状态DC中NF-κB通路的RelB基因表达均产生影响，即能够降低RelB mRNA的表达水平，提示Belinostat对脂多糖诱导DC成熟的影响与NF-κB通路有关。表明Belinostat可能通过其对HDAC的抑制作用来调控NF-κB通路的转录活性，进而影响DC的免疫学功能。

[^1]: 贾文华（现在西安医学院第一附属医院血液科，710077）

    黄一虹（现在徐州医科大学附属第三医院血液科，221003）
